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図 1. 日本における重金属（カドミウム、銅、ヒ素）による土壌汚染 























































表 1. 土壌浄化手法【3,5】  
化学的方法 薬剤添加による酸化・還元・触媒反応などでの無毒化 
有害物質を難溶解物質にすることによる移動抑制  など 
物理的方法 土壌の入れ替え、土壌の洗浄  など 
生物的方法 ファイトレメディエーション 
（phyto（植物）remediation（改善・矯正））、 




















表 2. 作物における栄養元素分類【3】 
必須多量元素 C  H  O  N  P  K  Ca  Mg  S 
必須微量元素 Fe  Mn  Zn  Cu  Ni  Mo  Cl   B 





























図 2. 必須元素および非必須元素の含量応答曲線  






































































植物の含有量は 20 ppm 程度と低いが、亜鉛を含む酵素は生物全体で多数知られてお
り、鉄に次いでその数が多い。含有量は全体の 0.0020 ％に当たり、Zn2+の形で利用さ






















































は APX（ascorbate peroxidase）あるいは、CAT（catalase）によって取り除かれる。 
 










SOD には 3 つのグループが存在しており、 
 
①銅、亜鉛を補因子として保有する細胞質型 SODである Cu・Zn-SOD（以下 CSD）
②鉄を補因子として保有する葉緑体型 SOD である Fe-SOD（以下FSD） 








































































































シロイヌナズナ培養細胞MM2d は基本培地（改変 L培地）で継代培養した。 
一週間培養したシロイヌナズナ培養細胞を細胞の様子から、（1.5 ~）13 mlの間で調
整し、滅菌済み 10 ml 駒込ピペットを用い、基本培地 95 ml中に移した。よく混合し
均一化させたあと、27 ℃、120 rpm で振盪培養した。 
改変 L 培地には微量重金属要素として 0.1 M CuSO4、0.1 mM FeSO4、0.03 mM 
ZnSO4、0.1 mM MnSO4 が含まれている（カドミウムは含まれない）（表 3,4）。 
  
表 3. 基本培地（改変 L培地）の組成 
 （1L） 
スクロース 30 g 
MS 培地 ※表 3 1 袋 
ミオイノシトール （5 g /500 ml ） 10 ml 
KH2PO4 （50 g / 500 ml ） 2 ml 
2,4-D （50 g / 500 ml ） 2 ml 
Thiamine-HCl （1 g / L ） 1 ml 
Total Up to 1L 
※KOH（1 M ,0.1 M ）で pH5.8 に調整 
 
 
表 4.  MS 培地組成 （Plant Salt Mixture 和光純薬） 
   （1 袋） 
NH4NO3 1659 mg ZnSO4・7H2O  8.6 mg 
KNO3   1900    KI 0.83   
CaCl2・H2O 440    Na2MoO4・2H2O 0.25   
MgSO4・H2O 370    CuSO2・5H2O  0.02   
KH2PO4 170    CoCl2・6H2O 0.025  
H3BO3 6.2  Na2 – EDTA 37.3    









（３）フラジェリンペプチド 22（flagellin peptide 22）【17,18】 
細菌の鞭毛を構成するタンパクの１種。 
N 末端の 22個のアミノ酸配列（flg22）がシロイヌナズナ側の受容体 FLS2 に結合
し、防御システムを活性化する。 
本研究ではこれを用いて病害応答反応である「過敏感反応」を誘導した。 
・flg22 配列 NH2－Q R L S T G S R I N S A K D D A A G L Q I A－COOH’ 
 
（４）野菜軟腐病菌 (Erwinia carotovora subsp.carotovora)【20】 
大きさ 0.8 × 1~3 μm、2 ~10本の周毛を有するグラム陰性菌。生育最適温度は 30 ℃。












カドミウム(Cd)の 5 種を用いた。L培地には微量重金属要素として 0.1 M CuSO4、0.1 
mM FeSO4、0.03 mM ZnSO4、0.1 mM MnSO4 が含まれている。 
過剰培地は 10 M Cu（基本培地の 100倍濃度）、1 mM Fe（10倍濃度）、1 mM Zn







表 5. 重金属イオン過剰培地濃度設定条件 
 
基本培地  
（  改変Ｌ培地 ） 
過剰設定培地  
濃度比  
（過剰 / コントロール） 
Cu 過剰条件 0.1 μM 10 μM 100 倍 
Fe 過剰条件 100 μM 1 mM 10 倍 
Zn 過剰条件 30 μM 1 mM 約 30 倍 
Mn 過剰条件 100 μM 1 mM 10 倍 



















過敏感細胞死の計測では、各種重金属過剰培地で 24 時間培養したMM2dに flg22 10 
nMを処理し、更に 24 時間培養し過敏感細胞死を誘導した。スライドガラスに MM2d 

























一週間培養したシロイヌナズナ培養細胞 MM2d 1 mlを基本培地 10 ml中に移した。
よく混合し、均一化させたあと、100 mlフラスコに約 11 mlずつ分けた。各重金属過
剰条件で 27 ℃、120 rpmで 24時間振盪培養した。その後 flg22 10 nM を処理し、同




flg22 処理 24時間後、スクリューキャップチューブ 2.0 mL自立型（WATSON製）
に 1 ml の細胞溶液を回収し、遠心し、細胞を沈殿させた後上清を取り除き、FARB 
Buffer （Favor Prep Plant Total RNA Purification Mini Kit（Favorgen製）に含む）
10 ml に 2-Mercaptoethanol（14.2 M）を 200 μl 加えたものを 400 μl を加えた。 
 
冷やしたチューブにビーズを 3 粒入れ、細胞破砕装置 MS-100（Tomy Seiko Co. 
Tokyo, Japan）で細胞を破砕した。E.Z.N.A. Plant RNA Kit （Omega Bio-tek, Inc. 
Doraville, GA, USA）を用いRNAを抽出した。リアルタイムPCR に掛けるため、cDNA
はコントロール、銅過剰、鉄過剰、マンガン過剰、亜鉛過剰、カドミウム過剰条件とも
に、ReverTra Ace® qPCR RT Kit（TOYOBO） を用いて合成し、リアルタイム PCR
を用いた遺伝子発現量解析は 7500 Fast Real-Time PCR System（Applied Biosystems 
USA）で試薬として Fast Start Universal SYBR Green Master （ROX）（Roche 
Germany）を使った。使用したプライマーは表 6 に示した。 






表 6. 使用プライマー配列 
No. Name データベース No. Sequence（5` to 3` ） 
① AtWRKY22SCF05 NM116355 ACA CAC CGT TCA CAC AAG AAT C 
② AtWRKY22SCR05 CGG AAG AAG CAG AGA GAG AAA G 
 
表 7. 内在性コントロールプライマー配列 
 Name データベース No. Sequence( 5` to 3` ) 
① AtACT2F06 NM112764 GTA TTG TGC TGG ATT CTG GTG A 
② AtACT2R06 TGC TGT TGT GGT GAA CAT GTA A 
③ AtEF-1aSCf01 NM001035916 GGA CGT GTT GAG ACT GGT ATG A 





実験 3  重金属過剰条による過敏感反応に伴う活性酸素発生量の測定 
 
目的 







・シロイヌナズナ培養細胞 MM2d  
・フラジェリンペプチド 22（flg22） 
・活性酸素検出試薬 DCFH-DA（2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescein diacetate） 
 
手法 
活性酸素検出試薬 DCFH-DA（2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescein diacetate）を用い
て測定した（図 6）【22】。DCFH-DA は DMSO（ジメチルスルホキシド; Dimethyl 
Sulfoxide）によって、10 mM の濃度に希釈し使用した。 
各重金属過剰培地で 24 時間培養した MM2d 300 lに活性酸素検出試薬 DCFH-DA 
30 M を処理し、30 分静置後、細胞を沈殿させ、上清を捨て、除いた上清と等量の各
重金属過剰培地を新たに加えた。各試験区に flg22 処理区、無処理区を設定し、96 穴
マイクロプレート（Nunc フルオロヌンクプレート Thermo Fisher SCIENTIFIC製）
に 1ウェル当たりMM2d 300 l を加え、マイクロプレートリーダ （ーコロナMTP-800）
で、励起光 Ex=490 nm、蛍光 Em=530 nmで蛍光強度を測定した。55秒おきに 5秒間






図 6. 活性酸素検出試薬DCFH-DA（2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescein diacetate） 
DCFA-DA の形で細胞内に侵入するがこの段階では蛍光は発さない。細胞内エステラー
ゼにより脱アセチル化することで非蛍光型 2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescin (DCFH) 
になる。更に ROS により素早く酸化され、2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein (DCF)
に変化し、強い蛍光を発するようになる。蛍光強度は ROSレベルに比例するため、




実験 4  重金属過剰条による AtSOD 遺伝子発現量変化の解析 
 
目的 
 実験 3 において過敏感反応の初期反応である活性酸素の初期の急激な発生を確認し








一週間培養したシロイヌナズナ培養細胞 MM2d 1 mlを基本培地 10 ml中に移した。
よく混合し、均一化させたあと、100 mlフラスコに約 11 mlずつ分けた。各重金属過
剰条件で 27 ℃、120 rpmで 24時間振盪培養した。その後 flg22 10 nM を処理し、同




flg22 処理 24時間後、スクリューキャップチューブ 2.0 mL自立型（WATSON製）
に 1 ml の細胞溶液を回収し、遠心し、細胞を沈殿させた後上清を取り除き、FARB 
Buffer （Favor Prep Plant Total RNA Purification Mini Kit（Favorgen製）に含む）
10 ml に 2-Mercaptoethanol（14.2 M）を 200 μl 加えたものを 400 μl を加えた。 




表 8. 使用プライマー配列 
No. Name データベース No. Sequence（5` to 3` ） 
① AtCSD1scf4 NM100757 TGA CCA CTG TGA GTG GAA CAG 
② AtCSD1scf1 GTG ATT GTG AAG GTG GCA GTT 
③ AtFSD1scf1 NM179110 TTC TGC ATC ACC GAA GTC TCT 
④ AtFSD1scr1 CGC ACA CAC ACT CAG AAA AGA 
⑤ AtMSD1scf3 NM001035593 TCG AGG CTA TTG AGG ATC AGA 




実験 5  重金属過剰条による総抗酸化物質含有量経時変化 
 
目的 















各区の MM2d 細胞 100 mg からメタノール抽出した後、MM2d メタノール抽出液
50 l または、標準物質であるカテキン（(+)-Catechin Hydrate SPECTRUM）の段階
希釈（0～1000 g /g）溶液 50lに超純水 750 l、5倍希釈フェノール試薬（関東化学）
を 200 l、10 % (w/v)炭酸ナトリウムを 200 l加えた 。常温で 1時間反応させ、分光
光度計（U-2900 HITACHI）760 nmで測定した。23.5℃で反応に安定性があることか
ら、常温で、様々な濃度においてばらつきが尐ないという知見から、1時間を反応時間




 MM2d を 100 mg スクリューキャップチューブ 2.0 ml自立型にとり、エタノールを
200 l とジルコニアビーズを 3 粒加え、細胞破砕装置 MS-100 （Tomy Seiko Co. 





実験 6 植物体を用いた銅過剰条件下における遺伝子発現量変化 
 
目的 








・銅過剰ホーグランド溶液 ①5 （基本培地の 10 倍濃度）、②50 （100 倍） 
 
 
表 9. ホーグランド溶液の組成【23】 
 1L 用 
1M KNO3 5 ml 
1M K-リン酸バッファー（pH5.5） 2.5 ml 
1M MgSO4 2 ml 
1M Ca(NO3)2 2 ml 
20mM Fe-EDTA 2.5 ml 
Micronutrients ※表 10 1 ml 
 Up to 1 L 
 
 
表 10. Micronutrientsの各要素濃度【23】 
H3BO3 70 mM 
MnCl2 14 mM 
CuSO4 0.5 mM 
ZnSO4 1 mM 
NaMoO4 0.2 mM 
NaCl 10 mM 
CoCl2 0.01 mM 
 





4 区画に分かれたプラスチックケースに、1区画当たりスポンジ 6個分を詰め、milliQ 
水を浸しスポンジに十分吸い込ませた状態で、且つ、1 cmほど milliQ 水が溜まった状
態にした。1.5 ml チューブにシロイヌナズナの種子を入れ、70 ％ エタノール 1 ml
を加え、ボルテクスミキサーで 1 分間撹拌した後、チビタンに 10秒かけ、種子を沈殿
させた。同じ作業を milliQ 水を用いて 2回繰り返し、種子洗浄した【24】。20 ~ 200 l 
チップの先端を 5 mm 程度鋏で切り取り、1 スポンジ当たり、約 6粒ずつ播種した。
プラスチックケースにラップをかけ、針で空気穴（プラスチックケース 1区画当たり 5
×5 か所）を開け、インキュベータで 5 週間栽培した。 
培養液には、基本培地としてホーグランド溶液（CuSO4 0.5 Mを含む）を用い、銅
過剰区として、CuSO4・5H2Oを過剰に加えた 2つの試験区 CuSO4 5 M 、50 M（ホ
ーグランド溶液の 10 倍、100 倍濃度）を設定した。播種後 1週間はmilliQ 水で栽培





5週間栽培したシロイヌナズナの上位葉を 5 枚程度スクリューキャップチューブ 2.0 
mL自立型に回収し、ジルコニアビーズを 3粒、グアニジンチオシアネート溶液 500 μl
を加え、細胞破砕装置 MS-100 （Tomy Seiko Co. Tokyo, Japan）において 4000 rpm、
1 分×3 で細胞を粉砕した。 
  
以下、実験 2 の手法と同様に遺伝子発現量解析を行った。 
 
なお、使用したプライマーは、AtWRKY22 は実験 2 と、AtCSD1、AtMSD1につ
いては実験 4と同様のものを使用したが、AtFSD1についてのみ、別のプライマーを用
いた（表 6,7,8,11）。 
※内在性コントロールは共通して AtActin を用いた。AtEF-1aは予備として用いた 
（表 7）。 
 
表 11. 使用プライマー（AtFSD1 ）  
No. Name データベース No. Sequence（5` to 3` ） 
①  AtFSD1SCf2 NM179110 TCT TGT GTC TTG GGA AGC TGT 
























・LB 培地  
主に大腸菌を培養するときに使用される培地。 Lysogeny Broth（溶原培地）の略称。 
Polypeptone（日本製薬）4 g 、Yeast extract（Difico）2 g 、NaCl 4 g を三角フラ
スコに入れ蒸留水を 400 ml 加えよく溶かした。アルミホイルを 4重にまきオートクレ
ーブした。 
・LB 平板培地 








カナマイシン（50 mg/ml）、スペクチノマイシン（100 mg/ml）、アンピシリン（50 mg 





PCR によりGFP、AtCSD1、AtFSD1、AtMSD1 増幅産物を得た。 
使用したプライマーは表 12 に示した。 
  
PCR 試薬（4本分） 
10 x Buffer         5.0 l 
dNTP              4.0 l 
primer-Forward   0.5 l 
primer-Reverse     0.5 l 
cDNA              0.5 l 
H2O             39.25 l 
EX taq            0.25 l 
Total             50.0 l 
 








切り出したゲルを 1.5 mlチューブに入れ、NT Buffer を 200 μl入れた。50℃で 5 ~10
分間温めてゲルを溶かし、10,000 rpmで 45秒間遠心分離し、ろ液を捨てた。NT3 Buffer 
500 l を加え、10,000 rpm で 45秒間遠心分離し、ろ液を捨てた。空回しを 10,000 rpm
で 45秒間行い、Columnをエッペンチューブに差し換えて、50℃で 5分程度温めてエ









 Salt Solution               0.5 l 
  TOPO TA cloning vector     0.5 l 
  増幅産物              2.0 l 
 Total                       3.0 l 
 
以上を混ぜた後、10 倍量（30 l）の大腸菌 DH5α 株を入れた。 
 
上記を混合し、30分間氷上で冷やした後、42℃で 30秒間湯銭し、1分間氷上で冷や
し、SOC培地を 200l 入れた。37℃で 30分間振盪培養した。コーンラージ棒を用い






H2O                141 l 
5 x Buffer            40 l 
dNTP                16 l 
primer-Forward       1l 
primer-Reverse        1 l 
GO taq ( Promega )   1 l 
 Total                200 l 
 
上記の試薬を 1.5 mlチューブに入れ、8連チューブ×2に 12 l ずつ分注した。滅菌
済みの爪楊枝を用い、前日に塗布した平板培地に生えた単コロニーを別の LB平板培地
（Amp）に線を引きように塗り、コロニーに番号を振った。16 チューブのうち 15 チ
ューブにそれぞれ異なる大腸菌を懸濁した。残りの 1つはポジティブコントロール用と
して用いた。サーマルサイクラ―（① 60℃ 15秒、② 68℃ 30秒）で PCRを行い、
アガロースゲル電気泳動でバンドを確認した。 
 








SIGMA 社の GENELUTE PLASMID MINI-PREP KIT を使用した。 
 
前日培養した大腸菌を回収し、8,000 rpm で分間遠心分離した。上清を捨て、
Resuspention Solutionを 200 l 入れ、ボルテックスでよく溶解した。溶液をエッペ
ンドルフチューブに移し換え、Lysis Solution を 200l入れ 4 ~ 6回上下を入れ替え、
緩やかに混合した。その後、Neutralization Solutionを 350l入れ、同様の要領で混
合した。10,000 rpm で 10分間遠心分離し、上清を column をさした 1.5 mlチューブ
に入れた。Column Preparation Solution を 500 l 加え、10,000 rpm で 45秒間遠心
分離し、ろ液を捨てた。Wash Solution 700 l を入れ 10,000 rpmで 45秒間遠心分離
し、ろ液を捨てた。Column を 1.5 ml チューブに移し替えElution Solution 100 l
を入れ 10,000 rpm で 45秒間遠心分離し、ろ液を回収した。 
 
 






10 x 制限酵素Buffer      1.5 l 
Plasmid DNA             6.5 l 
制限酵素         0.25 l 
  milliQ                   6.75 l 
   Total                      15 l 
   
 
37℃で 1 時間半放置した後、アガロースゲル電気泳動を行った。 





pUC18-35s-GG への組み換え  




  ベクター（pUC18）     0.5 l 
  PCR 産物           2.0 l 
  Ligation High（Toyobo）  2.5 l 
  Total                     5.0 l 
 
上記の試薬を混ぜ室温で 30 分間放置した後、上記のライゲーション産物 5 l と
DH5α 50 l を混合し、大腸菌の形質転換を行った。氷上で 30 分間冷却した後、42℃




作成したプラスミドのエントリーベクター ( pENTER/D-TOPO) への組み換え 
アグロバクテリウム用のプラスミドである pGWB401、501 と組み換えるため、
pENTER/D-TOPO に組み換えた。（※pENTER/D-TOPO ライフテクノロジンズ製） 
 
  試薬（2 サンプル分） 
Template                 0.5 l →後から加えた。 
酵素( KOD ) Toyobo       0.5 l  
KOD Buffer               5.0 l 
dNTP                     5.0 l 
MgSO4                     3.0 l 
Primer-Forward          0.75 l 
Primer-Revers           0.75 l 
H2O                     34.0 l 
Total                     50.0 l 
 
①60℃ 15 秒、②68℃ 50 秒でサーマルサイクラ―を用いてPCR反応を行い、
「35s-GFP-SOD-NosT」の部分の増幅を行った。酵素は平滑末端を生じる KOD













0.5 lと、pGWB402 /401 / 501 を 3.5 l、 LR cloneace（Invitrogen製）1 lを混ぜ、
25℃で 1時間静置した。5 l 中、2.5 l を 0.5 l protainace K と混ぜ、37℃で 10分
間湯銭した。残りの 2.5 l は 37℃で 1晩静置し、相同組み換えが行われなかった場合


















図 7. 相同組み換え概略図（pGWB402 を用いて行う場合） 









EPPENDOLF社の Electroporator を使用した。 
 
アグロコンピテントセル 25 lとプラスミド 1 lをDNAエレクトロポレーションイ
ンキュベート（幅 1 mm）に入れ軽くピペッティングをし混合した。Electroportator 
2510（eppendorf製）で、2400 Ｖの電圧をかけた。SOC培地 200 l を入れ、1.5 ml















15 ml チューブに LB 培地 3 ml、抗生物質（Kan）3 l を入れた。その後、前回平
板培地に線引きしておいたアグロバクテリウムを白金耳に尐量取り、培地に混濁し、暗
所 27℃、100 rpm で 1晩培養した。pGWB402 は L培地（Kan）にまいた。 
 
表 12. 使用プライマー 
No. Name データベース No. Sequence（5` to 3` ） 
① AtCSD1F1 NM100575 CAC CGA CGA CAT GGC GAA AGG 
AGT TGC AGT TTT GA 
② AtCSDR1-r TGT ACG GCC CTG GAG ACC GGA 
ATG ATG CCG CAA GC 
③ AtFSD1F1 NM179110 CAC CGT CGA CAT GGC TGC TTC 
AAG TGC TGT CAC CG 
④ AtFSD1R1-r TGT ACA GAG CAG AAG CAG CCT 
TGC GGC CTC AAG 
⑤ AtMSD1F1 NM001035593 CAC CGT CGA CAT GGC GAT TCG 
TTG TGT AGC GAG TA 
⑥ AtMSD1R1-r TGT ACA GGT TGT TTT CCT TCT 
CAT AAA CCT CGC T 
⑦ GFPf03 EF090408 CAC CAC TAG TAT GGT GAG CAA 
GGG CGA GGA 
⑧ GFPr02-r GCG GCC GCT TAC TTA TAC AGC 







図 8. シロイヌナズナ栽培 2週間目の様子 
播種後適切な大きさまで成長したシロイヌナズナを植え継ぎ、栽培を継続した。 




図 9. 花粉浸し法の様子 










flg22 処理 24 時間後にエバンスブルー試薬を用いて死細胞を染色し、倍率 40 倍で
検鏡観察を行った結果、flg22 処理区でより多くの死細胞が観察された（図 10）。flg22
処理区から flg22無処理区を引き算し、過敏感細胞死を算出した結果、flg22 処理 24 時




















図 10. flg22 処理区・無処理区の 24 時間後のMM2d 検鏡写真（×40 倍） 
(A) flg22 無処理区 (B) flg22 10 nM 処理区  
0.05% エバンスブルー試薬で死細胞を染色し、10 分後の細胞の様子を観察した。 










図 11. 各重金属過剰培地における過敏感細胞死率変化 
flg22 処理 24 時間後の細胞死率を表す。死細胞をエバンスブルーで染色し、生細胞、
死細胞合わせて約 500 個の細胞を計測し、死細胞率を算出した。 
視細胞率(％) = 死細胞数 / 全細胞数×100 
過敏感細胞死率は、「（flg22 処理区）－（flg22無処理区）」として算出した。 






























結果、flg22 処理 24 時間後の AtWRKY22 発現量は対照区で約 6 倍の増加が見られ
た（図 12）。重金属過剰条件区では、銅、鉄で対照区と同程度の約 6 倍、亜鉛、マン
ガンで約 3 倍、カドミウム過剰区で約 9 倍の発現量の増加が見られ、各重金属過剰条






図 12. 各重金属過剰培地におけるAtWRKY22 遺伝子発現量変化 
flg22 処理後 24 時間の AtWRKY22 遺伝子発現量変化を示す。各区共に flg22無処理
区を 1 として、各重金属過剰区の相対的遺伝子発現量を表す。‐flg22：フラジェリン

























（３）実験 3  重金属過剰条による過敏感反応に伴う活性酸素発生量の測定 
 














図 13. flg22 処理後の時間経過による活性酸素発生量変化 
活性酸素検出試薬 DCFH-DAを用い、flg22 処理区を赤線、flg22無処理区を青線で示
した。8 時間までの時間経過毎の発生量を表す。‐flg22：フラジェリンペプチド無処


























図 14. 各重金属過剰培地における flg22 処理後の活性酸素発生量経時変化 
活性酸素検出試薬 DCFH-DA を用い、各培地における「（flg22 処理区）－（flg22 無
























（４）実験 4  重金属過剰条による AtSOD遺伝子発現量変化の解析 
 







持つ各種 AtSOD（AtCSD、AtFSD、AtMSD）の flg22 処理 24時間後の遺伝子発現量
解析を行い、コントロール区との比較を行った。 
各 SOD 発現量は、以下の結果となった。 
 
（1）AtCSD1 発現量 
  銅、鉄、亜鉛過剰区の flg22 無処理区において、対照区の約 1.6 ~ 2倍の遺伝子発現
量の増加が見られた。マンガン、カドミウム区については 0.5倍の発現量であった。flg22 






られた（図 15 (B)）。 
 
（3） AtMSD1 発現量 
 flg22 無処理区ではいずれの重金属過剰区においても対照区とほぼ同等の発現量が
見られた。処理区においてもいずれの区も約 0.5倍の発現量となり、flg22 処理による






























































































図 15. 各重金属過剰培地における各 SOD遺伝子発現量変化 
(A) AtCSD1 (B) AtFSD1 (C) AtMSD1 
control 区の flg22 無処理を 1 として各区の 24 時間後の遺伝子発現量を表す。 
‐flg22：フラジェリンペプチド無処理区、+flg22：処理区。 

































ることと矛盾が生じるため、実験 5 では、主な活性酸素除去能のもう 1 つの方法であ
る、抗酸化物質による還元についての観察を行った。 









図 17.  カテキンを用いて作成した検量線 
分光光度計 760 nm で測定した。R² = 0.9985 




















0 時間後の MM2d の総抗酸化物質含有量は対照区で約 0.9 mg/g であった（図 18 
(A)）。対照区では flg22処理 3 時間後に 0.5 mg/gとなり、約 0.4 mg/gの減尐が見られ
た。6 時間後には 0.8 mg/gまで含有量が回復し、24時間後には 0 時間後の含有量を上
回る値を示した。他の重金属過剰区においても、flg22 処理区において、3 時間後の総
抗酸物質含有量の減尐、以後の含有量の回復が見られ、flg22 無処理区の値を上回る区























図 18. 各重金属過剰培地における総抗酸化物質含有量経時変化。 
(A)control、 (B) + Cu、 (C) + Fe、 (D) + Zn、(E) + Mn、(F) + Cd。 
flg22 処理 24 時間後のMM2d をエタノールで抽出し、Folin-Denis法で呈色、 
760 nm で定量しカテキン相当量で算出した。‐flg22：フラジェリンペプチド無処理
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（６）実験 6 植物体を用いた銅過剰条件下における遺伝子発現量変化 
 
 実験 1～5では、培養細胞をサンプルとした実験を行ったが、実験 6では植物体をサ
ンプルとして用い、実験 2、4 と同様に、病害応答関連遺伝子である AtWRKY22 と、
活性酸素除去酵素遺伝子AtSOD 各種の遺伝子発現量解析を行った。 
植物体における実験として、まず銅過剰条件においての実験に着手した。ホーグラン
ド液を基本培地とし、銅 5 μM （基本培地の 10 倍）、銅 50 μM （基本培地の 100 倍）
の銅過剰区を設定し、5 週間栽培を行った。結果、対照区、各過剰区において成長の違






図 19. シロイヌナズナの水耕栽培 5週間後の様子 
（A）、（B）ホーグランド溶液（基本培地） 
（C）、（D）銅 50 μM （基本溶液の 100 倍）ホーグランド溶液 







遺伝子発現量解析では、軟腐病菌噴霧接種 24時間後の AtWRKY22 発現量は銅過剰
条件下において接種区で無接種区よりも多尐の減尐が見られた（図 20）。 
活性酸素除去酵素遺伝子である AtCSD1、 AtFSD1、 AtMSD1 の遺伝子発現量解
析では EC接種により、いずれの区でも若干の増加が見られ、特に銅 10倍区の AtCSD1 






























































































図 21. 銅過剰培地におけるシロイヌナズナ植物体への軟腐菌噴霧接種 24 時間後の 
各 AtSOD遺伝子発現量変化 
 
(A) AtCSD1 (B) AtFSD1 (C) AtMSD1 
ホーグランド基本培地をコントロール区とし、コントロール区の EC無接種区を 1とし
た時の相対的遺伝子発現量を示した。-EC：軟腐菌未接種、+EC：接種。 























































たことから、基本培地と同様、重金属過剰条件でも flg22に対する応答が確認できた。    
一方、SOD遺伝子の発現量はほとんどの試験区で flg22 処理により減尐した。SOD
は細胞内に発生する活性酸素を除去し、酸化ストレスを抑制することで細胞を正常な状
態を保つ機能を担うと考えられている。実際、細胞質型 SOD である AtCSD1遺伝子発










植物体を用いて行った 実験 6 では、AtWRKY22 遺伝子の発現量は、銅過剰条件に
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